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　　　The　perpetuation　of　enteroviruses　in　nature　is　generally　tho．ught　to　be　pQssible　only　by　continuing
man－to－man　transmission．　In　this　situation，　the　mutability　in　antigenic　char．acter　of　viruses　which　may
enable　new　antigenic　variant　to　be　selected　when　grown　in　humans　with　pre－existing　immunity　is　cQn－
side．red　to　be　one　of　the　important　factors　for　their　perpetuation．　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　In　the　present　study，　poliovirus　type　1，　strain　Mahoney　was　propagated　serially　in　cultures　of
InQnkey　kidney　cells　in　the　presence　of　stepwise　increased　concentrations（from　1／1000　dilution　to　1／40
dilution）of　each　of五ve　homologous　antisera　described　in　the　previous　report，　and　changes　in　antigenicity
Qf　viruses　during　th．e　course　of　passage　were　analyzed　on　the　basis　of　their　reactivity　to　the丘ve　mono－
s．peci丘。　anti．bodies（HN31，　H33，　HS77，　HNll　and　B1826　antibodies）．
　　　The　results　obtained　revealed　that　with　the．　adva血ce　of　passage，　virus　acquired　resistance　to　most　of
the　antibody　components　contained　in　the　antiserum　employed，　though　the　resistance　to　HN31　antibody
was　most　easily　obtainable．　Further，　it　was　found　that　ease　wit．h　which　pass艮ged　viruses　acquire　re－
sistance　to　antiserum　tended　to　be　related　to　both　the　level　of　neutralizing　titer　and　antibody　composi－
tion　of　each　antiserum：the　higher　the　neutralizing　titer　and　the皿ore　complex　the　antibody　composition
of　the　antiserum，　the　more　di缶cult　was　the　acquisition　of　resistance．　Finally，　a　possible　epidemiological
significance　of　the　result　obtained　was　discussed　in　relation　to　similar　results　obtained　in　other　viruses．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　October　8，1977　and　accepted　December　12，1977）
A．緒 言
　　ウイル．ス性疾患の流行には種々の要因が関与している
が，agent　factorとしてのウイルスの変異能力も流行の
発生にとって主要な要因の1つとして考えられている1）．
特に人から人への感染の連鎖によってのみ伝播が行われる
一換言すればその種が維持されている一一群のウィルスに
とっては，過去の感染の結果として部分的に免疫を有する
集団内において増殖伝播を余儀なくされる事態が考えられ
る．この様な場合，ウイルスの変異能力が十分大きく抗体
の存在下での増殖により容易にそれらの抗体に比較的抵抗
性の抗原変異株が選択され得るならば，この種のウイルス
の生存に有利に働くであろうと考えら．れる．
　A型インフルエンザウイルスで．は十数年に一度の周期
で従来の流行株とは異なる抗原変異株が出現し世界的流行
をみ．るが，一方年毎賀票の流行株の間にもわずかずつの抗
原性の変異が認められる．前者の抗原．変異は大変異（major
antigenic　shift）と呼ばれ，人のインフルエンザウイルス
と他の動物や鳥などのインフルエンザウイルスの間の遺伝
的組換え（genetic　recOmbination）によって生ずると推
定されており，対して後者の抗原変異は抗原漂流（anti・
genic　drift）といわれ，同一型のインフルエンザウイルス
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Table　1CO〃ゆ05漉0πげ魏0η0ゆ8C顔ごα漉ろ0読8∫fπ伽θ名αみろ露
5θrα復5θ4∫π痂∫θ⑫6τ伽εノπ
rabbit
Rl
R3
R4
R6
R7
nentralizing　antibody　titers　against　Mahoney　strain
whole　serum
　8×104
　4×104
12．8×104
32×104
32×104
HN31ab．＊
384
128
256
40
512
H33ab．
128
128
576
576
12
HS77ab．
32
〈8
く8
64
16
HNllab．
＜8
24
＜8
＜8
256
H520ab．
〈8
＜8
＜8
　8
＜8
B1826ab．
40
16
40
80
16
＊　HN31ab，，　etc．：HN31　antibody，　etc．
の存続期間中に免疫を有する人の体内でウイルスが増殖す
る際に生ずるものと考えられている2酎4）．
　この様な小変異が抗体共存下でのウイルスの増殖により
惹起され得ることが，∫η窃ηoあるいは勿η伽。の実験
により，インフルエンザウイルス5～8＞，口蹄疫ウイルス9・10），
馬伝染性貧血ウイルス11）などで知られている．
　上記のウイルスは自然界でも比較的抗原変異を起こしや
すいウィルスと目されているが，これに対しポリオウイル
スをその典型とするエンテロウイルスは遺伝的に最も安定
しているとされており，抗原変異も極めて起こり難いと考
えられている．
　本研究は，人から人へ伝播しかつその抗原性が安定して
いるポリオウイルスを用いて，抗血清存在下での継代によ
る抗原性の変異について検討したものである．すなわち，
回報12）での抗血清の抗体構成の分析実験と平行して，5羽
の家兎抗血清存在下でMahoney株を継代し，継代に伴う
抵抗性の獲得を5種のmOnospeci丘。抗体との反応性によ
り解析した．
B．実験材料および方法
1．ウイルスおよび細胞培養
　使用したポリウイルス1型Mahoney株とMahoney
株由来の6種のインヒビター抵抗株（M－HN　31，　M－H　33，
M－H520，　M－HS77，　M－HN　11およびM－B　1826）および
細胞培養については前述した12）．
　plaque　assay，中和試験の方法も回報12）同様である．
2．monOspeci丘。抗体の作製
　抗血清存在下での継代により出現したウイルスの性状を
検討するために，monospeci丘。抗体を調製した．すなわ
ち前報12）に記したMahoneyウイルス免疫家兎（R2）よ
り最後に採血した血清を前報に述べたごとく各種のインヒ
ビター抵抗性変異株で吸収し，非吸収残存抗体を分画，単
離してmonospeci且。抗体とした．これらの抗体の命名な
どについては前報同様である．
3．使用した抗血清の抗体組成
　本実験は前報12）に述べた7羽のMahoney株免疫家兎
抗血清（最終回採血の血清）中5羽の血清を用い，急報の
実験と平行して行われたものであるが，本実験に用いた
5血清について前報の研究から判明した抗体組成を示すと
Table　1のごとくである．
C．成 績
　抗血清存在下でのMahoneyウイルスの継代は以下の
ごとく行った．
　Mahoneyウイルス1mZ（約107・。　plaque　forming　unit
（PFU）を含む）と等量の1，000倍稀釈抗血清の混和液を
37℃1時間，さらに4。C　18時間中和した後，ブラックビ
ンに単層培養されたMS細胞（3×7cm）に接種して活性
ウイルスを37。C　1時間細胞に吸着させた・次いで維持液
（血清不添加，抗生物質＋グルタミン加Eagle’s　MEM）4m♂
を加えて37。Cで培養を続けた、6～7日後に細胞変性効果
（cytopathic　e旋ct，以下CPEと省略）が発現し，100％
CPEを示した時点で感染培養液を凍結融解して低速遠心
し，上清のウイルス液について同様に抗血清による中和と
MS細胞での増殖を繰り返した．5～15代継代を続けてい
くとCPE発現が次第に早くなり，これらの抗血清を添加
した実験群と抗血清を含まないウイルスのみを接種された
対照群における100％CPE出現の時間差が1～2日程度ま
で短縮し，かつその際の感染価も107・o～108・5PFU／m♂を
有するようになった時点で，中和に用いる血清濃度を一段
階高めて以下同様に継代を続行した・
　血清稀釈は当初原血清1，000倍稀釈に始まり，200倍，
40倍と5倍つつ濃度を上げていったが，R4を除く他の
4血清では1，000倍から200倍稀釈に移行した段階でCPE
の発現がみられなくなったので，これら4血清について
は，1，000倍一・300倍→100倍→40倍の稀釈で継代した．
R4に関しては当初の計画通りの血清稀釈で実験を行った
（Table　2）．
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a．Experiment　with　R4
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　　　　　b．Experiments　with　R　1，3，6and　7
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dilution　ofantiserum
1，000×
200×
40X
passage　numbers
R4
dilution　of
alltiseruln
1－5（5）＊ 1，000×
6－16
（11） 300X
17－40
（24） 100×
40×
passage　numbers
R1 R3 R6 R7
1－16
（16）
17－22
（6）
23－36
（14）
37－43
（7）
1－12
（12）
13－17
（5）
18－37
（20）
38－43
（6）
1－13
（13）
14－！9
（6）
20－31
（12）
1－13
（13）
14－19
（6）
20－40
（21）
＊Figures　in　parentheses　show　the　passage　numbers　of　Mahoney　virus　at　each　dilution　of
　antlserum．
　次いでこれらの各継代段階のウイルスについて各種の
mon。speci且。抗体を用いて抗原性の解析を行った（用い
た5種の抗体はMahoney原株に対し64～320倍の中和価
を有していたが，H520抗体は中和価が低く抗原性の解析
に不適当と考えられたため本実験には使用しなかった）．
継代ウイルスの抗原性の検討に際しては感染培養液中に含
まれる添加した抗血清の影響を除去するために，血清を除
いた培養液を用いMS細胞で一度増殖したウイルス液を
使用した．
　Table　3は継代に伴うウイルスの抗原性の変化を知るた
めに，各monospeci且。抗体の中和価をMahoney原株
および各抗血清存在下継代株を用いて測定し，両中和価の
比（Mahoney株を用いて測定したmonospeci丘。抗体の
中和価航血清存在下継代株を用いて測定した中和価）を一
括表示したものである・判定のための一応の基準として，
両中和価の比が1～2は感受性，4～8は中等度抵抗性，
16および以上は高度抵抗性を獲得しているものとみなし
た．最終継代ウイルスで，mon・speci丘。抗体との反応が
中等度抵抗性を示したものについては，このウイルスのブ
ラック数個を釣菌（丘shing）し，ブラック別にmonospeci丘。
抗体との反応性を検討した．
　R1存在下での継代実験においては（Table　3　a），抗血清
300倍稀釈では調べた5種の抗体いずれに対しても未だ抵
抗性を獲得していなかったが，100倍稀釈抗血清下での継
代終了後にはHN　31抗体に高度抵抗性を呈し，　HN　11抗
体に対しても可成の抵抗性を獲得していた．40倍稀釈抗
血清による継代の後はさらに抵抗性は拡大し，HN31抗
体，HN11抗体に加え，　HS　77抗体に高度抵抗性，　B　1826
抗体にもある程度の抵抗性獲得が見られた．最終継代ウイ
ルス液が中等度抵抗性を示したHN11抗体およびB1826
抗体について，これらと単離された各クローンウイルスと
の反応を調べた結果（Table　4），　HN11抗体に対しては高
度抵抗性から感受性までの各段階のウイルス粒子があり，
B1826抗体に対しては感受性と中等度抵抗性のウイルス
粒子が混在していることが判明した．
　以上の成績においてR1血清中にHN　11抗体は含まれ
ていないにもかかわらず，継代ウイルスが本抗体に中等度
の抵抗性を獲得していることが注目された．これに関して
は後に考察する．また一方，この抗血清中に可成の高力価
で含まれるH33抗体に対し，継代ウイルスは未だ抵抗性
となっていないが，今後継代の継続により抵抗性を獲得す
るものと推測される．また本実験においては，通算36～37
代頃よりplaque　sizeのごく小さなウイルス（pin－point
plaque）が継代ウイルスの大多数を占めるに至ったが，こ
のような場合には炭酸ガスふらん器中でのincubationの
時間を適宜延長してplaque　assayを行うことにより中和
価の測定を行った．
　R3存在下での継代実験においては（Table　3　b），40倍
稀釈血清で6代通算43代で，5種の抗体のうちHN11抗
体を除く4種に対して高度の抵抗性を獲得していた．すな
わち，含まれていることが判明しているHN31，　H33，
B1826の3抗体に加えて，その存在が証明されていない
HS　77抗体にも抵抗性を獲得していることが注目される．
　R4存在下の継代では（Table　3　c），40倍稀釈で24代，
通算：40代継代したウイルスは，抗血清中に含まれていた
3種の抗体（HN31，　H33およびB1826抗体）の全てに対
し高度の抵抗性を獲得し，加えて存在が証明されていない
HS　77抗体に対しても高度の抵抗性を獲得していた・ま
た，Table　2　aに示すごとくこの血清を使用した場合には
速やかに高濃度血清稀釈に移行できたが，これは本抗血清
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Table　3RαZC原町砂彦0ノη0π0四丁6哲0απ擁う0読65σ加7r膨∫6∫ρα55α9厩
ま7z涜θρ7－858η6θげαπんα雇ゴ3θ駕”z
a，Experiment　with　R1
22P＊＊＊
36P
43P
titer　ratiOS＊
HN31ab．＊＊
　　1＊
≧16
≧16
H33ab．
1
1
1
HS77コ入。
1
　　1
＞16
HNllab．
1
8
8＃
B1826ab．
1
4
4＃
b，Experiment　with　R3
17P
37P
43P
titer　ratiOS＊
HN31ab．
＞16
＞16
＞16
H33ab．
　　2
≧16
≧16
HS77ab．
　　1
＞16
＞16
HNllab．
1
1
1
B1826ab．
　　1
　　1
≧16
c，Experiment　with　R4
16P
31P
40P
titer　ratiOS＊
HN31ab．
＞16
＞16
＞16
H33ab．
　　2
≧16
≧16
HS77ab．
　　8
　　8
＞16
HNllab，
1
1
1
B．1826ab．
　　8
＞16
＞16
d，Experiment　with　R6
19P
23P
31P
titer　ratioS＊
HN31ab．
1
4
4＃
H33al）．
1
1
1
HS77ab．
　　1
　　2
≧16
HNllab．
　　1
　　8
＞16
B1826ab．
1
1
．1
e．，Experiment　with　R7
19P
32P
40P
titer　ratios＊
HN31ab．
1
　　2
＞16
H33ab．
4
4
4＃
HS77ab．
1
1
1
HNllab．
2
＞16
＞16
B1826ab．
1
1
1
neutralizing　titer　of　monospeci丘。　antibod．y　against　Maho．ney　strain
＊
　＊＊
＊＊＊
　　＃
Titer　ratio＝neutralizing　titer　of　monosp．eci丘。　antibody　against　virus　passaged　i且the
　　　　　　　　　　　　presence　of　each　antiserum
HN31ab．，　etc．：HN31　antibody，　etc．
Pshows　cumulative　passage　numbers．
Plaques　from　virus　fluids　with　intermediate　resistancy（titer　ratios　of　4　to　8）against　mQn－
opecific　antibcdies　were丘shed　and　the　individual　virus　clones　were　examined　for　their　resist－
ancy　against　respective　monospecific　antibodies．
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Table　4Pr砂β漉85（～ズ初認0ゴぬαZ窃㍑5850う麟ηθ♂〆ナ0’η珈π5ガμ∫43∫ゐ0励児9
紘8ηπ64鰯8プ85∫5彦απ倒α8rα初∫診ηZOη0ゆ86哲6απ励0漉θ3
virus　fluids　passaged
　under　R1（43P）
ソ　　　　
clones
1
2
3
4
5
・6
7
：8
9
．10
11
P1量que
Slze
S＊
S
S
S
S
S
S
S
1＊
S
S
　titer
ratio　in
HNllab．
　8
　2
　1
　1
　8
　2
　1
　8
＞16
　8
≧16
virus且uids　passaged
　under　R　1（43　P）
ソユ　　　clones
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
pl廼que
Slze
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
　titer
ratio　in
B1826ab．
2
1
1
2
2
2
8
8
8
1
virus　fluids　passaged
　under　R6（31P）
VlrUSclones
1
2
3
4
5
6
pl璽que
Slze
1
1
1
S
S
S
　titer
ratio　in
HN31ab．
　1
＞16
　1
＞16
＞16
＞16
virus　fluids　passaged
　under　R7（40P）
V工rUSclones
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
pl喚que
Slze
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
　titer
ratio　in
H33ab．
＞16
＞16
　8
　8
　8
　4
　8
　4
≧16
　2
＊　land　s：large　and　small　plaques．
1に含まれる抗体の組成がこの実験に用いた抗血清中最：も簡
．単であったことと関係があるかもしれない．
　R6存在下（Table　3　d）では，300倍稀釈で6代，通算
：19代継代されたウイルスは感染価も107・6PFUに達して
凹いたにもかかわらず未だ用いた抗体の全てに感受性のまま
’であった．次いで100倍稀釈で4代，通算23代の継代に
．おいてHN31とHN　11抗体に対して中等度抵抗性を示し，
伺じ血清稀釈における通算31代ではさらにHS77抗体に
も高度の抵抗性を示した．この場合にも，H33および
B1826抗体に対しては未だ抵抗性の獲得はなく，対し抗血
清中に検出されなかったHN　11抗体に対して抵抗性に変
異していることが注目された・最終継代ウイルスが中等度
：抵抗性を示したHN31抗体と各クローンウイルスの反応
では（Table　4），全てのクローンは感受性あるいは高度抵
抗性のいずれかに明確に区別されたことが注目される．ま
た本血清による実験においてもR1の場合同様，継代19代
頃よりpin－point　plaqueの出現が目立ち始め，継代23代
、以降のウイルスは全てpin－point　plaqueにより構成され
ていた．
　R7存在下での継代実験の場合（Table　3　e），100倍稀釈
で13代，通算32代継代のウイルスはHN　11抗体に高度
抵抗性を示し，H33抗体に対し中等度抵抗性を示した・
1同稀釈でさらに8代，通算40代継代されたウイルスは
HN　31抗体に対し新たに高度抵抗性を獲得していたが，
H33抗体に対しては中等度抵抗性のままであった．最終
継代ウイルスで中等度抵抗性を示したH33抗体とクロー
ンウイルスとの反応性を検討した結果（Table　4），最終継
代ウイルスは高度抵抗性から感受性までの種々のウイルス
粒子のまじりであることが判明した．
D．…考 察
1．ウイルス粒子の抗原構造
　ウイルス粒子表面抗原の構造については，一部のウイル
スを除いて解明がすすんでいない．すなわちタバコモザイ
クウイルスでは構造蛋白の一次構造が決定され13），さらに
はその立体構造モデルも提唱されており14），一部の抗原決
定基についてはそのアミノ酸配列も解明されている13）．動
物ウィルスについてはウイルス粒子の構造が複雑なため抗
原構造の解明も遅れており，ポリオウイルスもその例外で
はない．ポリオウイルスはpicornavirusグループのエン
テロウイルスに属し正20面体の形態を有する分子量約
6．8×106のウイルスで，中心部のRNAをとりかこむcap－
sid蛋白は4種のポリペプタイド（分子量の大きい順に，
VP　1，　VP　2，　VP　3，　VP　4）より構成されている15）．
　これら4種のポリペプタイドが正20面体の構造上どの
様に位置しているかについては未だ確定されていない．ポ
リオウイルス粒子には感染性の完全粒子（virion）に特徴
的なD（あるいはN）抗原性と，加熱あるいは紫外線照射
されRNAを欠如した粒子（empty　particle）に特徴的な
C（あるいはH）抗原性の2種類の抗原粒子のあることが
知られており15），後者はVP　4を欠いていることが判明し
ている16）．
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　Breindlは17）抗D抗体（一般にウイルス中和抗体に相
当すると考えられている）がvir玉on上のVP4とのみ特異
的に結合することを示唆したが，この成績はVP　4がウイ
ルスcapsid蛋白の表面に露出していると考えると理解し
易い．しかし一方，Lonberg－Holm　and　Butterworth18）
およびBeneke　6孟α♂，19＞はvirionのiodinationの実験
において，1251の大部分がVP　1と結合し，　VP4はiQdina－
tionされ易いとされるtyrosineを含むにもかかわらず全
くラベルされなかったことから，VP4はcapsid内部に
存在しウイルス表面の諸性状には直接関与しないのではな
いかと考えている．この様に現状ではポリオウイルス中和
抗体がウイルス表面の4種のポリペプタイドのいずれと反
応するか，また1種類のポリペプタイドと結合するのかあ
るいは2種以上のポリペプタイドと反応するかなど未だ明
らかにされていない．
　Urasawaら20・21）および著者12）は各種インヒビター抵
抗株によるMahoney株抗血清の吸収実験から抗血清は
6種の異なる特異抗体を含み，従ってMah・ney株表面には
少くとも6種の異なる抗原決定基の存在することを示唆し
た．K：inetic中和試験による詳細な検討22）により，この
うちのH33抗体はHS　77抗体およびH520抗体と一部
共通の反応性を有する可能性が示され，従ってMahoney
株表面には，HN31，　H　33，　HN　11およびB1826抗体のそ
れぞれに対応する互いに異なる抗原決定基と，H33抗体に
対応する決定基に近接（あるいは一部重複）してHS　77お
よびH520抗体の反応部位が位置するのではないかと推測
される．これらの点については現在なお検索中であり，最
近上記6種以外にも新たな抗原部位の存在を示唆する成績
が得られている（浦沢，未発表）．
2．抗血清存在下での継代によるウイルスの抗原変異
　一般にウイルス液はspontaneous　mutationの結果と
して生じた少数の抗原変異株を含む不均一なウイルス集団
より成ると考えられる．従って，これらの変異株を他の大
多数のウイルス粒子と区別し選択的に増殖させる適当な手
段を用いるならぽ，結果として当初のウイルスとは抗原性
のやや異なるウイルス集団が出現することになろう．この
様な考えに基づき，用いたウィルス液を不完全に中和する
程度の濃度の抗血清の存在下で継代を行い，継代後のウイ
ルスの抗原性を検討する試みが，いくつかのウイルスにつ
いてなされて来た．
　インフルエンザウイルスでは，Archetti　and　Horsfa115＞
はA型ウイルスPR8株をその類縁株に対する抗血清存在
下で競。ηoで継代していくと抗原性が徐々に変化してく
ること，しかも用いた抗血清により抗原変化に一定の傾向
がみられたことを報告している．その後，Gerberら6・7・23岬
25）は同上のインフルエンザウイルス株を用い，一連の抗：
原変異に関する研究を行っている．すなわちPR　8株を，
不活化した同ウイルスで予め免疫したマウス肺において継
代すると，8～9代継代したウイルス液の抗原性は既に当初
のウイルスの抗原性とはやや異なり，また17代継代ウイ
ルスでは著しい相違がみられた・さらにこの継代株を親株
で免疫したマウスに接種するとマウスの肺野で良好な増殖．
を示したことは疫学的に重要であると著者らは指摘してい
る23）．彼等はさらに，こうして作製した変異株（不活化ウ
イルス）で免疫したマウスに同一変異株を20～30代継代
することにより新たな変異株を得，さらに同様の免疫と感
染の繰り返しにより，7つの変異ウイルスを作製した．こ
れらの変異株と真心との間の血清学的交差反応性を検討し
た結果25），初めの4変異株はこれらの作製順にPR　8原株．
との反応性を減ずると共に新たな抗原性を獲得するように
見受けられたが，後半の3株についてはこのような傾向は
なく，原意や最初の変異株とは殆んど反応せず，3株に共
通の抗原性に加えて送籍に特有の抗原性を有していた．さ
らに近年，Laver　and　Webster8）はA型ウイルスSwine
株およびBEL株に対する家兎抗血清をhomologousの
ウィルスでそのH1活性の50～70箔を吸収して残存する
Iow　avid（highly　speci丘。）の抗体を得，この抗体存在下
で加。ηoでウイルスを継代してこれに抵抗性の変異株
（抗原漂流株）を作製することに成功している．
　口蹄疫ウイルス（FMDV）については，　HysloPら9，10）
は不活化されたFMDVの漸増量で免疫された34頭の牛
に次々と同ウイルスを継代することにより，また同ウイル
スに対するモルモット抗血清存在下で抗血清濃度を漸増し
ながら単層細胞に接種感染を繰り返して継代培養を行うこ
とにより，血清学的に異なった反応性を示す変異株を得る
ことができた．
　インフルエンザウイルスおよびFMDVは野外において
同一型に属する多数の抗原変異株の存在することが知られ
ているが，以上の成績からこれらは一般に抗体を有する集
団中をこれらのウイルスが伝播する過程で生ずるものと考
えられている．
　馬伝染性貧血ウイルスの罹患馬は，ウイルス血症を伴う
回帰性の発熱発作などの臨床症状を呈する．近年Kono
ら11）はくり返す発熱発作のたびに血中より分離されたウ
イルスの抗原性が互いに異なることを見出し，その抗原性
を詳細に検討した結果，各々相前後して分離されたウイル
ス株間には共通の抗原性が認められるが，それ以外のウイ
ルス間ではほとんど交差反応はみられないことを明らか
にした．著者らはこの結果に基づき，罹患馬の体内では流
血中の抗体に中和され難い変異株が次々と出現し，このよ
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うな変異株が血中に増量した際に発熱発作が惹起さ．れるの
であろうと述べている．
　以上述べた比較的抗原変異を起こし易いとされるウイル
スに対して，エンテロウイルスの抗原性は一般に安定して
いると老えられているが，後者についてもコクサッキー
A16による手足口病の流行では，1966～1967年および
1970年に流行株の抗原性が大きく変異したとされ26川28），
エコー11ウイルスについても流行株の抗原変異が指摘さ
れている26）・またポリオウイルスの野外分離株の間にも可
成の抗原性の相違が見出されている鋤．
　ポリオウイルスについては本報以前に抗血清による抗原
漂流株作製の報告はないが，Urasawaら21）は月報に述べ
た抗血清由来の5種の特異抗体を用い，まず1種類の抗体
存在下でMah・ney株の継代により当該抗体に対する抵抗
性変異株を得，同様に次々と異なる抗体下での継代により
多種の抗体に同時抵抗性の変異株を作製した．この実験か
らウイルスの抗原性は次々と多種類の抗体に抵抗性を獲得
するに伴い原株の抗原性とは次第に異なってくることが明
らかとなった．
　本研究において著者は，ポリオウイルス1型Mahoney
株を5つのMahoney株家兎抗血清存在下で次第にその濃
度を高めながら継代培養を続け，抗血清ごとにまた各血清
稀釈段階ごとに継代株について5種の特異抗体に対する抵
抗性の獲得状況を検討した．その結果，継代を重ねること
によりそれぞれの抗血清に含まれる5種の抗体のいずれに
対しても抵抗性を獲得することが可能であり，さらに概し
て抗血清中に高い中和価で含まれる抗体に対して容易に抵
抗性が獲得される傾向が見出された．しかしながら，この
例外としてR1およびR6両抗血清は高い力価のH33抗
体を含んでいるにもかかわらず最終継代のウイルスは本抗
体に対する抵抗性を獲得していない．この点は，H33抗
体同様に抗血清中に高い力価に含まれるHN　31抗体に対
しては，比較的早期から容易に抵抗性を獲得していること
と対照的であり，H33抗体抵抗性の変異株は出現しにく
いこと，．ひいてはH33抗体に対応するウイルス抗原構造
の安定性を示喧しているのかもしれない．しかし他方，
R3およびR4抗血清による継代ではH33抗体に抵抗性
に変化していることを考えると，継代の継続によりいずれ
は抵抗性を獲得するものとも考えられる．
　一方，本研究においてはその機序は不明であるが，ウイ
ルスの抗原構造を考える上で重要と考えられるいくつかの
追撃が提起された．すなわち，R3およびR4血清中には
HS　77抗体は検出されないにもかかわらず，両血清下で継
代されたウィルスは共にこの抗体に対する抵抗性を獲得す
ることが判明した．この点に関してはUrasawaら22）の報
告に見るごとく，馬血清由来のH33インヒビター抵抗性
Mahoney株（M－H33）および抗血清より単離されたH33
画面に抵抗性のMahoney株（M－H33ah）が共にHS　77
抗体に対してある程度の抵抗性を獲得していたことが想起
される・この露な結果は，前述のごとくウイルス表面にお
けるH33とHS　77の両抗体に対応する抗原部位が互いに
近接して存在することと関係があると推測されるが，その
解明は今後の研究に待たねばならない．H33とHS　77の
2種の特異性を同時に有する抗体分子の存在の可能性も今
後検討されるべき仮説の1つであろう．
　同様に今後に残された問題として，HN11抗体を含有し
ないとされているR1およびR6血清を用いて継代された
ウイルスが本抗体に抵抗性を示したことが挙げられる．わ
れわれの教室における最近の研究により，ウイルス表面上
HN　11抗体反応部位と近接して存在すると推測される新
たな抗原部位に反応する抗体（HS　70抗体）が見出され，
：本抗体はR1およびR6両血清中に含まれることが判明し
ている・従ってこの現象も上記のH33とHS　77両者の関
係と類似の現象と考えられるかもしれない．
　本研究に用いた抗血清の力価および抗体組成とウイルス
継代の難易に関しては，力価が高く多くの抗体要素を含ん
でいたR6およびR7存在下では概してウイルスの継代に
困難を伴い，同一継代を繰り返すことがしばしぼあったの
に対し，他の3血清，特に含まれている抗体要素の少い
R4血清では継代は順調に進み，高濃度血清への移行も容
易であった・このように継代の容易さ，従って抵抗性獲得
の容易さは用いる抗血清の力価，抗体組成の複雑さに関係
すると考えられる．
　継代とplaque　sizeの関係については，R6血溝存在下で
継代されたウイルス液は19代頃より極微小なplaque（pin－
poin亡plaque＞が大多数を占めるに至り，ために感染価の
測定が困難で継代も遅れがちであった．R1血清において
も36～37代頃よりpin－point　plaqueが出現し始めたた
めに，このウイルス難中よりplaque　sizeの大きいウイル
スクローンを単離し別個継代を続けたところ，その2～3
代後には再びpin－p。int　plaqueが多数出現するようにな
り，sizeの大きいplaqueの割合は次第に減少する傾向を
示した・故に後者の系統の継代は以後中止し本体の成績に
は含めなかった．以上の結果から，ある種の抗血清につい
てはウイルスがこれに抵抗性を獲得する過程はウイルスの
plaque　sizeが小さくなることと密接に関係しているよう
に思われる．
　：本研究の最後に，最終継代ウイルスの各特異抗体への
反応性が中等度の抵抗性を示した場合について，数個の
plaqueを丘shingして得られた各クローンウイルスにつ
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いて特異抗体との反応性を検討した（Table　4）．その結果，
HN　11抗体およびB1826抗体に対し中等度の抵抗性を示
したウイルス液（R1血清による43代ウイルス），さらに
H33抗体に対して中等度の抵抗性を示したウイルス液
（R7血清による40代継代ウイルス）は，特異抗体に対する
抵抗性の程度の異なるクローンウイルスの混じりであるこ
とが判明したが，一方HN　31抗体に対し中等度の抵抗性を
示したウイルス液（R6血清による31代継代液）から得ら
れたクローンウイルスのHN31抗体への反応性は高度抵
抗性か感受性のいずれかで，中等度抵抗性は見られなかっ
た．この結果はHN　31抗体に対する抵抗性が比較的容易
に獲得された前述の成績とも考え合わせ，ウィルス表面の
当該抗原部位は他の部位に比し変異しやすく，かつその変
異は不連続的であるため変異株は全て当該抗体との反応性
を全く欠如していると推測される・
　最：後にエンテロウイルスの抗原変異に対する本研究の意
義を考察する，前述のごとく著者ら21）は特異性の異なる5
種の抗体を用い，Mahoney株がこれらの1つ1つに次々に
抵抗性を獲得してくるに伴い，その抗原性が原株の抗原性
から次第に隔ってくることを明らかにした．本報の成績は，
これに引続き，エンテロウイルスにおいて殆んど報告がな
い抗血清を用いた継代によるウイルス抗原性の変化を検討
したものである・この際，継代ウイルスに生じた微細な抗
原性の変化を検出する方法として従来のKinetic中和試
験法は不適当と考えられたので，特異性の異なる抗体のそ
れぞれに対する反応性（中和価）を測定する方法を用いた．
その結果，抗血清存在下でのウイルス抗原性の変異はその
含有抗体の多様性のため，上記単一抗体成分を用いた場合
程容易ではなかったが，用いた抗血清中に含まれる抗体
の種類により異なる抵抗性変異株が出現することが示唆
された・
　翻って自然界におけるエソテロウイルスの伝播を見る
と，本ウイルスは主として人から人への感染の連鎖によっ
て伝播しその種を維持している．従って過去の感染に基づ
く免疫を有する個体が再び同一ウイルスに感染する機会は
比較的多いと想像され，その際本報に述べたごとく抗体存
在下でのウイルス増殖により抗原変異株の出現があり得る
かもしれない．本報における実験条件（高濃度の血清存在
下における多量のウイルスの増殖）はしかし自然界におけ
るものとは可成異なるが，前報に述べた同一抗原に対する
免疫反応の個体差が本ウイルスによる人間の自然感染の際
にも起こるとすれぽ，初感染後の時間の経過により次第に
抗体価が低下するにつれて特定の個体はその血清中に主と
して特定の種類の抗体を選択的に多量に含むに至り，この
場合には再感染によるウイルスの増殖に際して比較的容易
に抵抗性変異株が選択されうるであろう．さらにこのウイ
ルスが次々と異なる特異性の抗体を多：量に保有する個体に
感染伝播することにより，次第に原株とは異なる新しい抗
原変異株の出現が可能となるかもしれない．エンテロウイ
ルスの中でも最も遺伝的に安定しているとされているポリ
オウイルスで見られた本現象は，より変異しやすいとされ
る他のエンテロウイルスの野外における抗原変異株出現の
機序の理解にも役立つものと考えられる．
E．結 語
　抗原性が安定しているとされているポリオウイルスを，
虚報にて作製した5羽の家兎抗血清存在下で抗血清濃度を
漸増しながら継代培養を行い，継代に伴う抗原性の変化を
Mahoney株抗血清由来の5種の抗体成分（HN31，　H33，
HS　77，　HN　11，　B　1826の各抗体）を用いて解析した・その
結果，
　1．各血清存在下で継代を重ねるに従って，継代ウイル
スは次第に抗血清中に含まれる抗体要素の多くのものに対
し抵抗性に変化して行くことが示された．
　2．一般に，抗血清中に高い中和価で含まれる抗体に対
して抵抗性を獲得し易い傾向が認められ，特にHN31抗
体に対しては容易に抵抗性を獲得することが注目された．
　3．抵抗性の獲得は各抗血清の力価および抗血清の抗体
組成と関係し，抗血清の力価が高く抗体組成が複雑である
程抵抗性の獲得は困難である様に思われた．
　4．本実験においては，前馬での結果からその抗血清中
に含まれないとされた抗体成分に対しても継代ウイルスが
抵抗性を獲得する場合があった．現在この機序は不明であ
るが，2種の特異性を同時に有する抗体分子の存在の可能
性などを含めて，今後の研究課題として残された．
　5．以上の成績を，他の報告者によるポリオウイルス以
外のウイルスでの類似の成績との関連において述べ，自然
界における抗原変異株出現の機序について考察した．
　稿を終るに当り，実験の遂行にご援助いただいた衛生学
講座，浦沢扮子講師に感謝いたします．
　なお本論文の一部は第47回日本衛生学会総会において
発表した．
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